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© DNA, Polypeptid und Antikorper zur Abschatzung des Progressionspotentials von ZervixIMsionen 

(§) Die vorliegende Erfindung betrlfft eine Nukleinsaure, die 
geeignet ist zur Abschatzung des Progressionspotentials von 
Zervixlasionen, wobei die Nukleinsaure durch ein Verfahren 
erhaltitch ist, bei dem man RNA aus fruhen und spaten 
Passagen HPV-immortalisierterZellen isoliert und von dieser 
RNA jene identtfiziert und als DNA Oder RNA bereitstellt, die 
fur die fruhen bzw. spaten Passagen charakteristisch ist. 
Ferner betrifft die vorliegende Erfindung durch eine solche 
Nukleinsaure codterte Polypeptide. Des weiteren betrifft sie 
Antikorper, die gegen die Polypeptide gerichtet sind. Dar- 
Gber hinaus betrifft sie die Verwendung der DNA und der 
Polypeptide sowie einen zur Abschatzung der Progression 
von Zervixlasionen geeigneten Kit. 
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Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft DNA, die sich zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen eignet 
und durch solche DNA codierte Polypeptide. Femer betrifft die Erfindung Antikorper, die gegen die Polypepti- 
de genchtet sind. Desweheren betrifft sie die Verwendung der DNA und der Polypeptide sowie die Verwendung 
dieser zur Abscha* tzung der Progression von Zervixlasionen in Form eines geeigneten Kit 

Das invasive Zervixkarzmom geht in der Regel aus einer Prakanzerose hervor. Prakanzerosen umf assen em 
brertesSpektrum von Lasionen, die histopathologisch als leichte bis schwere Dysplasie (CIN1 bis CIN3) bezeich- 
netwerden. ONl-Lasionen bilden sich haufig spontan zuruck und roussen in der Regei nicbt therapiert werden. 
Anderersots konnen diese Lasionen uber Jahre persistieren oder in eine hohergradige Lasion ubergehen, z. B. 
CIN3 Oder in on mikromvasives Karanom. Zur Diagnose von Zervixabstrichen wird seit rand 50 Jabren ein 
zytologisches Verfahren angewendet, mit welchem dysplastiscbe Zeilen in Zervixabstrichen nachge wiesen wer- 
den konnen. Aflgemem bekannt ist dieses Verfahren unter dem Begriff "Pap-Test 0 . Der "Pap-Test* hat dazu 
bejgetragen, daB die Inzidenz des Zervixkarzinoms in der Vergangenheit signifikant gesenkt werden konnte. 

Vor einigen Jahren wurde weiter gef unden, daB das Vorfiegen von dysplastischen Lasionen und Zervixkarzi- 
nomen nut dem Nachweis von Zenrixkarzmom-assoziierten humanen Papillomviren, z. B. HPV 16 oder HPV 18, 
korreliert Als Nachweis fur pramaligne oder maligne Zervixerkrankungen ist auch der Nachweis von Antikor- 
pem gegen die viralen HPV Onkoproteine E6 und E7 im Serum von Patienten mittels ELISA oder vergieichba- 
ren Methoden moglich. Diskutiert wird auch, daB bestimmte chromosomale Ddetionen mit einem erhohten 
Risiko zu mahgner Transformation der entsprechenden Prakanzerose assoznert sind. Ebenso korrelieren morp- 
nologische Veranderungen von Zeilen und Zellkernen mh maligner Progression. Diese Veranderungen konnen 
zytometnsch erfaBt werden. 

Dennoch ist es weder durch den "Pap-Test 0 noch durch den Nachweis onkogener HPV-Typen moglich, eine 
Prognose uber die Weiterentwicklung einzelner Lasionen zu geben. Dies gilt auch fur den Nachweis HPV-spezH 
hscher Antikorper im Serum von Patienten. Vielmehr ist es mit diesem serobgiscfaen Verfahren nur moglich, 
Patoentenzu erfassen, bei denen bereits ein Karzinom vorliegt Das Antikoiper-Nachweis Verfahren kann daher 
mcht afe Erganzung zur derzeitigen Vorsorge gesehen werden, sondern nur zur Manifestienmg des Befundes, 
daB ach bereits em Karzinom entwickelt hat Des weiteren haben die genetischen Analysen und zytometrischen 
Ansatze den NachteO, daB sie technisch sehr aufwendig sind und daher in der Routine-Diagnostik keinen 
SteDenwert erreicht haben. 

Der vorhegenden Erfmdung Kegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mh dem das Pro- 
gressionspotenual von Zervbdasionen zuverlassig abgeschfitzt werden kann. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen erreicht 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit eine Nukleinsaure, die sich zur Abschatzung des Progres- 
sionspotentials von Zervixlasionen eignet Eine solche Nukleinsaure kann durch ubliche Verfahren berehgesteflt 
werden. Gunstig ist em Verfahren, bei dem man RNA von fruhen und spaten Passagen HPV-immortalisierter 
Zeilen isohert und von dieser RNA jene identiflziert und als DNA oder RNA berertsteUt, die fur die fruhen bzw 
die spaten Passagen charakteristisch ist bzw. in deutlich unterschiedlichen Mengen exprimiert ist 

Die vorhegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, daB spate Passagen von HPV-immortali- 
aerten Zeflen m Nacktmausen Tumoren hervorrufen, wahrend fruhe Passagen soicher Zeflen hierzu nicht in der 
Lage smd Ferner hat der Anmelder erkannt, daB in spaten Passagen HPV-immortalisierter Zeilen bestimmte 
RNAs starker nachweisbar and, als dies in frOhen Passagen soicher Zeilen der Fall ist 

Zur Bereitstellung einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure kann RNA von fruhen und spaten Passagen 
H^-minwrtataerter Zeilen isoliert werdea Fruhe Passagen sind z. B. Passagen 20-60, und spate Passagen 
z. & ab 130. Als Zeflen kdnnen z. a HPV 16-immortalisierte, humane Vorhautkeratinozyten, HPK-IA-Zeflen, 
verwendet werden (vgL Durst, M. et aL, Oncogene 1/3, (1987), 251-256X Die RNA der fruhen und spaten 
Passagen kann mitemander verglichen werden, wodurch Unterschiede ennittelt werden, die fur die fruhen bzw 
spaten Passagen charakteristisch sind. Hierzu ist es gunstig, die RNA einer reversen Transkription zu unterzie-" 
hen. Dabei ist es vorteilhaft, sog. Verankerungsprimer zu verwenden, d. h. oligo-d(T>Prinier, die am 3'-Ende auf 
eine Folge von 1 1 - 15 Thymidin-Basen noch zwei andere Basen aufweisen, und somit gezielt den Obergang vom 
3 -Ende emer mRNA in den Poly(A)-Schwanz erkennen und dort binden. Die erhahene cDNA kann einer 
Amplification m emem PCR-Verfahren unterzogen werden. Hierfur ist es gunstig, ubliche 'ArbitraiyMVimer 
zusammen mit vorstehenden Verankenmgsprimern zu verwenden. Die ampiifizierte cDNA kann dann einer 
denaturierenden Poryacrylamid-Gelelektrophorese unterworfen werden. In diesem Schritt werden cDNA- 
Banden identifiziert, die eme unterschiedliche Intensitat in den mheinander zu vergleichenden cDNA-Proben, 
d. h. RNA-Isolaten aus den fruhen und spaten Passagen HPV-immortalisierter Zeilen, aufweisen. Diese cDNA- 
Banden konnen aus dem Gel isoliert und einer weiteren vorstehenden Amplification unterzogen werden. Ferner 
ktoaen sie kloniert und in ihrer Sequenz bestimmt werden. Vorstehende Verfahren sind dem Facfamann 
bekannt Erganzend wird auf die folgende literatur verwiesen (vgL Liang et aL, Cancer Research 52, (19921 

^ ~™ Uang tt ^ 2579 < 1992 * 967 ~ 971 ; Liang et aL, Nucleic Acids Research 21, (19931 

3269 — 3275). 

Ene vorstehende (c)DNA steflt eine erflndungsgemaBe Nukleinsaure dar. Letztere ist auch eine entsprechen- 
de RNA, woba erne (cJDNA bevorzugt wird Ganz besonders bevorzugt wird eine (c)DNA, welche die Basense- 
quenz von Fig. ^1 oder Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare unterschiedliche Sequenz 
umfaBt Die (c)DNA von Fig. 1 wurde als C4£ bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikrcorcanismen und 
^Q^turen) unter DSM 1 1 197 am 04. Oktober 1996 hinterlegt Ferner wurde die (c)DNA von Fig, 2 als C21J 
bei der DSMZ unter DSM 11198 am 04. Oktober 1996 hinterlegt Nachstehend wird eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure beispielhaft als DNA beschrieben. 
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Eine erfindungsgemaBe DNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor vorliegea Beispiele solcher sind 
dem Fachmann bekannt Im Falle eines Expressionsvektors fur Ecoli sind dies z. R pGEMEX, pUC-Derivate, 
pGEX-2T, pQE-8 und pet3d. FQr die Expression in Hef e sind z. B. pYl 00 und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die 
Expression in tierischen Zellen z. B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind FOr die Expression in 
InsektenzeHen eignet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 5 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemaBe, in einem Expressionsvektor vorfiegende 
DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die Exoli-Stamme HB101, DH1, xl776^ JM101, JM 109, 
SG 13009 und BL21, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen L, 373, FM3A, CHO, 
COS, Vero und HeLa sowie die InsektenzeHen sf9. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine erfindungsgemaBe DNA in einen Expressionsvektor inseriert 10 
werden muB. Ihm ist auch bekannt, daB diese DNA in Verbindung mit einer fur ein anderes Polypeptid 
kodierenden DNA inseriert werden kann, so daB die erfindungsgemaBe DNA in Form eines Fusionspolypeptids 
exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. transfizierte Zellen zu kultivierea Auch 
sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemaBe DNA exprimierte Polypeptid zu isolieren und zu 15 
reinigea Ein solches Polypeptid, das auch ein Fusionspolypeptid sein kann, ist somit ebenfalls Gegenstand der 
voriiegenden Erfindung. Vorzugsweise umfaBt ein vorstehendes Polypeptid die Aminosauresequenz von Fig. 1 
oder erne hiervon durch ein oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Sequenz. 

Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Polypeptid bzw. Fusions- 
polypeptid gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er 20 
kann polyklonal bzw. monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Here, insbesondere Kaninchen oder 
Huhner fur einen poiyklonalen und Mause fur einen monoklonalen Antikorper, mit einem vorstehenden (Fu- 
sions)polypeptid zu immunisieren. Weitere "Booster" der Here kdnnen mit dem gieichen (Fusions)porypeptid 
erfolgea Der poryklonale Antikorper kann dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Here erhalten werden. FQr den 
monoklonalen Antikorper werden Milzzellen der Here mit Myelomzellen fusioniert 25 

Die vorliegende Erfindung ermogticht es, das Progressions potential von Zervixlasionen zuverlassig abzu- 
schatzea Mit einem erfindungsgemaBen Antikdrper kann in Zervixabstrichen festgesteQt werden, ob diese 
Polypeptide enthaiten, die fur fruhe oder spate Passagen HPV-immortalisierter Zellen charakteristisch sind. 
Ferner kann mit einem erfindungsgemaBen Polypeptid ein gegen das im Kdrper vorliegende Porypetid gerichte- 
ter Autoantikorper nachgewiesen werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere 30 
einen Western Blot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immunfluoreszenz, erfolgea Desweite- 
ren kann mit einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Pri- 
mern, in Zervixabstrichen festgestellt werden, ob hier RNA vorliegt, die fur fruhe oder spate Passagen HPV-im- 
mortalisierter Zellen charakteristisch ist Dieser Nachweis kann in ublicher Weke, insbesondere in einem 
Southern Blot, erfolgen. Mit der voriiegenden Erfindung ist es somit moglich, fruhzeitig eine Aussage zu machen, 35 
ob sich ein 21ervbckarzinom im Entstehen befindet 

Daruberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung; MaBnahmen gegen das Entstehen eines Zemxkarzi- 
noms zu ergreifen. Mit einem erfindungsgemaBen Antikorper kann ein Polypeptid inhibiert werden, das fur 
spate Passagen HPV-immortalisierter Zellen charakteristisch ist Auch kann eine erfindungsgemaBe Nuklein- 
saure, insbesondere eine DNA, zur Inhibierung eines solchen Polypeptide genutzt werdea Hierzu wird die 40 
Nukieinsaure, z. B. als Basis fur die Erstellung von Anti-Sinn-OIigonukleotiden zur Expressions-Inhibierung des 
fur das Polypeptid kodierenden Gens verwendet 

Zur Durchfuhrung der voriiegenden Erfindung, insbesondere hinstchtlich des diagnostischen Aspekts, wird 
weiterhin ein Kit bereitgestellt Dieser enthalt ein oder mehrere erfindungsgemaBe Nukleinsauren, Polypeptide 
und/oder Antikdrper. Insbesondere umfaBt er solche Nukleinsauren und/oder Polypeptide, die vorstehend als 45 
bevorzugt genannt sind. Ferner enthalt der Kit ubliche Hilfsstoffe, wie Trager, Puffer, Losungsmktel und 
Kontrollea Der Kit ist ebenfalls Gegenstand der voriiegenden Erfindung. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert 

Kurze Beschreibungder Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz der erfindungsgemaBen (c)DNA C4JL Ferner ist die Aminosauresequenz des 50 
durch die (c)DNA C4£ codierten Polypeptids angegeben, 
Fig. 2 zeigt die Basensequenz der erfindungsgemaBen (c)DNA C2\J. 
M bedeutet mol/L 

BEISPIEL1 55 
Herstellung von erfindungsgemaBen cDNAs, C4# und C21,7 

Aus fruhen Passagen, d. h. Passage p49, und spaten Passagen, d h. Passage p359 und p389, der HPV-immortali- 
sierten Zellinie HPK-IA (vgL vorstehendX wurde jeweils Gesamt-RNA durch das bekannte Guanidin-Thiocya- 60 
nat (GTC)- Verfahren isoliert Die Gesamt-RNA wurde einer ublichen DNase-Reaktion unterzogen, wobei die 
RQl-RNase-freie DNase von PROMEGA verwendet wurde. 

Die erhaltene DNase-freie Gesamt-RNA wurde einem reversen Transkriptions- Verfahren unterworfen, wo- 
bei als Primer sog. Verankerungsprimer verwendet wurdea Diese Primer weisen am 3'-Ende auf eine Folge von 
11-15 Thyraidin-Basen noch zwei andere Basen auf, z. B. AA, AC, AG, CA, CQ CG, GA, GC, GG, AT, CT, GT, 65 
wodurch die Bindung der Primer direkt am Obergang der mRN A auf den Poly(A)-Schwanz erfolgt 

Die Bedingungen fur die reverse Transkription waren wie folgt: 
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DMopin Oft ■*/■■! 
tvlNoSlH A3 U/JX1 


lJOul 


GIN 1 r*Mn (2p mM) 


1,2 ul 


iVUVU^v cvcvcTSC 1 lallSKJipulSc jllv 11/ (iJ 


Zp |Xl 


(XI MDTT 


ill 


Gesamt-RN A 250 ng/ul 


5,0 ul 


T 12 VV-Primer(V = A, CoderG),25uM 


5,0 ul 


5 x RT-Puffer*) 


10,0 ul 


dHzO 


20,3 ul 




50,0 ul 



*) 5 x RT-Puffer: 
250 mM Tris-HCl (pH 7,6) 
375mMKa 
15 lSmMMgC^ 

Die Gesamt-RNA wurde vor der Reaktion 5 Minuten bei 70— 80° C denaturiert, dann auf Eis abgeschreckt 
und im ReaktionsgefaB vorgelegt Alle restlichen Komponenten wurden bei 0°C gemiscbt und zur Gesamt-RNA 
gegeben, zuletzt wurde alles mit Mkteralol Qberscbichtet und 45—60 Minuten bei 37° C im Wasserbad inkubiert 

20 SchlieBIich wurde die Reaktion durch Inakuvierung des Enzyms bei 95° C (5 Minuten) gestoppt Nach Beendi- 
gung der Reaktion wurden die RT-Ansatze bei - 20°C bis zum Gebraucb eingefrorea 

Die erhahene cDNA wurde einem PCR-Verfahren unterworfen. Hierzu wurden 20 uI-Ansatze gemacht, die 
jeweOs 2 ul des vorstehenden reverse Transkriptionsansatzes als Template (1/10 des Reaktionsvolumens, ent- 
sprechend dem Aquhralent von 25-50 ng cDNA/PCR-Ansatz) aufwiesen. Die restHchen Komponenten (vg. 

25 nachstehend) wurden als "Master-Mix" angesetzt und anschlieBend zugegeben. Ein PGR-Reaktionsansatz setzte 
sich wie folgt zusammen: 



RT-Ansatz (vorgelegt) 2,0 ul 
Mix: 

» 10 x PCR-Puffer*) 2,0 ul 

10-mer Arbitrary-Primer 5 uM 2,0 ul 

Ti 2 W-Primer(V = A,CoderG),25 uM 2,0 ul 

dNTP-Mix (2£ mM gesamt) 0,4 ul 

^ 50mMMgCb 07 Jil 

Taq-DNA-Polymerase 20 U/ul 0,2 ul 

a-^-dCIP 0,1 ul 

dHzO 10,6 id 



20,0 ul 

40 

*)10x PCR-Puffer: 
200 mM Tris-HCl (pH 8,55) 
160mM(NH4)2SO4 
45 Magnesium: opthnale Konzentration wird mit 50 mM MgCfe eingesteil t 

Der 10-mer Arbitrary-Primer ist Z.B. "AGC CAG CGA A* (AP-1) oder "GCA ATC GAT G* (AP-6). Die 
Reaktion wurde im DNA-Thermocycler (Perkm-Ehner Gen-Amp 9600) mit folgenden Programmschritten 
durchgefuhrt: 

50 



Programm 1 : 


Denaturierung 95 °C, 3 Minuten 


1 Zyklus 


Programm 2: 


Denaturierung 95 °C, 1 5 Sekunden 
Primer-Annealing 40 °C # 2 Minuten 
Primer-Extension 72 °C, 30 Sekunden 


max. 30 Zyklen 


Programm 3: 


Primer-Extension 72 °C, 5 Minuten 


1 Zyklus 



Nach Beendigung des PCR- Verfahrens wurden die Ansatze auf ein denaturierendes, 4,5—6% Polycryiamidgel 
aufgetragen. Durch Vergleich der cDNA-Banden aus den frfihen und spaten Passagen der HPK-IA-Zeflen 
65 konnten diejenigen identinziert werden, die unterschiedlich waren, d. h. in den spaten Passagen viel starker 
vertreten waren als in den fruhen. 

Diese cDNA-Banden wurden fur eine wehere Amplifikation verwendet Hierzu wurden sie aus dem Polyacry- 
lamidgel herausgeschnitten und in ein weiteres PCR-Verfahren eingebracht Der PCR-Ansatz setzte sich wie 
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ioigt zusaxnnicn. 




10 x PCR-PufTer 


^ 0 tit 


10-mer Arbitrary- Primer 5 |iM 


50 til 


TuW-Primer (V - A, C oder GX 25 uM 


5,0 ul 


dNTP-Mix (2fi mM gesamt) 


1,2 ni 


50mMMgCl2 


1,5 Jil 


Taq-DNA-Polymerase 20 U/|il 


1,0 {U 


dHzO 


31,5 |U 




50,0 |U 



Die PCR-Reaktion wurde unter den gleichen Bedingungen und mit derselben Abfolge von Programmen wie 
die erste PCR-Reaktion durchgefuhrt 

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansatze auf einem 1% Agarosegel aufgetrennt, und die 15 
gewunschten DNA-Banden aus dem Gel herausgeschnitten. Anschfiefiend wurden die DNA-Banden aus den 
Agarose-Stuckchen eluiert, wobei sog. *GenErote*-Saulchen (SUPELCO) verwendet wurden. 

Die ernaltene cDNA wurde in dem Klonierungsvektor pCRU unter Verwendung des TA-K3oning-Kif 
(INVTTROGEN) kloniert Ernaltene Klone wurden mittels des T7-Sequencing-Kit* (PHARMACIA) in ihrer 
Sequenz bestimmt Es wurden die erfindungsgemaBen cDNAs, C4£ und C21,7 erhalten. 20 



Beispiei2 

Vergleichsstudien unter Verwendung der erfindungsgemaBen cDNAs C4,8 und C2 1,7 

25 

a) Die gemaB BeispieJ 1 isolierte Gesamt-RNA aus fruhen und spaten Passagen von HPK-1A Zellen wurde 
einer denaturierenden 4,5—6% Poryacryiamid-Gelelektrophorese unterworfen. AnschlieBend wurde ein 
Qblicher Northern-Blot durchgefuhrt, wobei die RNA auf "Gene Screen- Pius"-Nylonmembranen transfe- 
rierte wurde. Zur Hybridisierung wurden erfindungsgemaBe 32 P-markierte cDNAs, C4J& und C21/, verwen- 
det 30 
Es zeigte sich, dafi die erfindungsgemaBen cDNAs weit starker mit der RNA aus den spaten Passagen der 
HPK-IA-Zeilen reagierten, als dies mit den fruhen Passagen der Fall war. 

b) Ferner wurden RNA-RNA-insitu Hybridisierungen an Gefrierschnitten von Zervixgewebe, namlich 
normal em Epithelgewebe, pramaligner Lasion und Karzinom, vorgenommen, urn den Zustand des Gewe- 
bes abzuschatzen. Als Hybridisierungssonden wurden RNA-Proben verwendet, die von den erfindungsge- 35 
maBen cDNAs CA& und C21.7 erhalten wurden. Dazu wurden letztere linearisiert und RNA wurde durch 
Zugabe der entsprechenden RNA-Polymerase, bevorzugt SP6 oder T7, und 32 P-rUTP synthetisiert Die 
RNA- RNA in situ Hybridisierung mit dem vorstehenden Gewebe wurde unter stringenten Bedingungen 
durchgefuhrt, z. B. bei 60°C 

Es zeigte sich, daB nur beim Zervixkarzinom eine starke Hybridisierung erhalten wurde. Bei nonnalen 40 
Epithelgewebe war dagegen die Hybridisierung auBerst gering. 

Die vorstehenden Daten unterstreichen, daB sich die voriiegende Erfindung bestens eignet, potentieH maligne 
Zellen in einem Zervixabstrich zu detektierea 

45 

Patentanspruche 

1. Nukleinsaure, geeignet zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen, wobei die Nu- 
kleinsaure durch ein Verfahren erhaltlich ist, bei dem man RNA aus fruhen und spaten Passagen HPV-im- 
mortalisierter Zellen isoliert und von dieser RNA jene identifiziert und als DNA oder RNA bereitstellt, die 50 
fur die fruhen bzw. spaten Passagen charakteristisch ist 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure die Basensequenz von 
Fig. 1, wobei Fig. 1 Bestandteil dieses Anspruchs ist, oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche Sequenz umfaBt 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaure die Basensequenz von 55 
Fig. % wobei Fig. 2 Bestandteil dieses Anspruchs ist, oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche Sequenz umfaBt 

4. Polypeptide umf assend eine Aminosauresequenz, die durch die Nukleinsaure nach Anspruch 1 codiert ist 

5. Polypeptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB das Polypeptid die Aminosauresequenz von 
Fig. 1, wobei Fig. 1 Bestandteil dieses Anspruchs ist, oder eine hiervon durch eine oder mehrere Aminosau- 60 
ren unterschiedliche Sequenz umfaBt 

6. Verfahren zur HersteUung der Nukleinsaure nach Anspruch 1, bei dem man RNA aus fruhen und spaten 
Passagen HPV-immortalisierter ZeOen isoliert und von dieser RNA jene identifiziert und als DNA oder 
RNA bereitstellt, die fur die fruhen bzw. spaten Passagen charakteristisch ist 

7. AntikOrper, gerichtet gegen das Polypeptid nach Anspruch 3 oder 4. 65 

8. Verwendung der Nukleinsaure nach Anspruch 1 als Reagens zur Diagnose und/oder Therapie eines 
Zervixkarzinoms und zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen. 

9. Verwendung des Porypeptids nach Anspruch 4 oder 5 als Reagens zur Diagnose eines Zervixkarzinoms 
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imd zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervbdasionen. 

la Verwendung des Antikdrpers nach Anspnich 7 als Reagens zur Diagnose und/oder Therapie eines 
Zervixkarzinoins und zur Abschatzung des Progressionspotentials von Zervixlasionen. 
11. Verwendung nach einem der Anspriiche 8 bis 10 in Form eines Kits, umfassend ein oder mehrere 
Nukleinsauren nach Anspnich 1, Polypeptide nach Anspruch 4 oder 5 und/oder Antikorper nach Anspnich 
7 sowie Bbfiche Hilfsstoffe. 



Hierzu 2 Sehe(n) Zeichnungen 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DE 196 49 207 CI 

IntCI. 6 : C07K 14/025 

Veroffentlichungstag: 26. Februar 1998 



GCAATCGATGGGGCATCCTTTCTGAAGATCTTCGGGCCACTGTCGTCCAGTGCCATGCAG 
1 + + + + + + $0 

CGTTAGCT AC CCCGTAGGAAAGACTTCT AGAAGCCC GGTGAC AGCAGGTCACGG TAC GTC 
AIDGASFLKIFGPLSSSAMQ 

TTTGTCAACGTGGGCTACTTCCTCATCGCAGCCGGCGTTGTGGTCTTTGCTCTTGGTTTC 
61 + + + + + + 120 

aaacagttgcaccx:gatgaaggagtagcgtcggccgcaacaccagaaacgagaaccaaag 
fvnvgy fliaagvvvfalgf 



CTGGGCTGCTATGGTGCTAAGACTGAGAGCAAGTGTGCCCTCGTGACGTTCTTCTTCATC 

121 + + + + + + 180 

G AC CCG ACGATACC ACG ATTCTGAC TCTCG TTCACACGGGAGCACTGC AAG AAG AAGT AG 

LGCYGAKTESKCALVTFFFI 



C TCCTC CTC ATC TTC ATTGC TGAGGTTGC AGC TGCTGTGGTC GCCTTGG TGTACACC ATA 
181 + + + + + + 24Q 

GAGGAGGAGTAGAAGTAACGACTCCAACGTCGACGACACCAGCGGAACCACATGTGGTAT 
LLLIFIAEVAAAVVALVYTI 



ATGGC TG AGC ACTTCC CG ACGTTGCTGGT AGTGCCTGCC ATCAAGAAGATT ATGG TT 

241 + + + + + 297 

TACCGACTCGTGAAGGGCTGCAACGACCATCACGGACGGTAGTTCTTCTAATACCAA 

MAE HFP TLLVVPAI KK IMV 



Fig. 1 
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ZEICHNUNGEN SEJTE 2 



Nummer: 
Int CI. 6 : 

Verdffentlichungstag: 



OB 13649Z07 Ct 
C07K 14/025 

26. Februar1998 



1 AGCCAGCGAA CGGACGAGGG TGACAATAGA GTGTGGTGTC ATGCTTGTGA 

51 GAGAGAAAAC ACTTTCGAGT GCCAGAACCC AAGGAGGTGC AAATGGACAG 

101 AGCCATACTG CGTTATAGCG GCCGTGAAAA TATTTCCACG TTTTTTCATG 

151 GTTGCGAACA GGTGCTCCGC TGGTTGTGCA GCGATGGAGA GACCCAAGCC 

201 AGAGGAGAAG CGGTTTCTCC TGGAAGAGCC CATGCCCTTC TTTTACCTCA 

251 AGTGTTGTAA A 



Fig. 2 
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